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k57 Resumen:
Procedimiento para la puricacion de dos isoenzimas
lipasa de Candida rugosa.
Procedimiento para la puricacion de dos lipasas ex-
tracelulares presentes en lipasa bruta comercial de la
levadura Candida rugosa. El metodo consta de un
solo paso de cromatografa hidrofobica en matriz de
agarosa. Condiciones de elucion muy diferentes per-
miten la completa separacion y puricacion de dos
enzimas con actividad lipasica (lipasas A y B) pre-
sentes en el extracto comercial de partida. Para ello
se utiliza un tampon concentrado de pH 6 a 8, con
el que se eluyen de la columna gran parte de los
contaminantes presentes en el extracto; luego con
la misma solucion tampon mas diluida se arrastra la
lipasa B. Posteriormente, con un di o polialcohol di-
suelto en el tampon diluido se eluye la lipasa A, de
cuya solucion, mediante concentracion por ultral-
tracion y cromatografa de exclusion molecular con
dextrano, se elimina el alcohol.
Se aplica industrialmente en la puricacion de enzi-
mas.
Aviso: Se puede realizar la consulta prevista por el art 37.3.8 LP.
Venta de fascculos: Ocina Espa~nola de Patentes y Marcas. C/Panama, 1 { 28036 Madrid
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DESCRIPCION
Campo de la tecnica
Procesos para la preparacion y puricacion de
enzimas (C12N9).
Estado de la tecnica
La aplicacion industrial de los enzimas se ha
establecido en los ultimos a~nos como una alterna-
tiva valida frente a procesos qumicos convencio-
nales. En este campo de la biotecnologa las lipa-
sas ocupan un lugar preferente debido a su ver-
satilidad de accion sobre compuestos lipoflicos,
y tambien a que un gran numero de las mis-
mas es asequible comercialmente, aun cuando sea
como lipasa bruta. La lipasa mas utilizada es
con mucho la produccion por la levadura Candida
rogosa (anteriormente catalogada como Candida
cylindracea) debido a su buena actividad tanto en
diversas reacciones de hidrolisis [Benzonana, G.,
Esposito, S. Biochim. Biophys. Acta 231, 15-22
(1971); Deleuze, H., Langrand, G. Millet, H., Ba-
ratti, J., Buono, G., Triantaphylides, C. Biochim.
Biophys. Acta 911, 117-120 1987); Ballesteros,
A., Bernabe, M., Cruzado, C., Martin-Lomas,
M., Otero. C. Tetrahedron 45, 7077-7082 (1989);
Otero, C., Pastor, E., Fernandez, V.M., Balleste-
ros, A. Appl. Biochem. Biotechnol. 23, 237-246
(1990)] como de sntesis [Otero, C., Pastor, E.,
Ballesteros, A. Appl. Biochem. Biotechnol. 26,
35-44 (1990)]. La mayora de los estudios llevados
a cabo hasta la fecha con esta lipasa lo han sido
con lipasas brutas cuyo grado de pureza es muy
bajo (generalmente <10% de protena y <1% de
lipasa, relativos al peso total del extracto). La
creciente necesidad de obtener compuestos puros
de alto valor a~nadido mediante procesos repro-
ducibles, ha aumentado notablemente el interes
por la puricacion y caracterizacion de los bio-
catalizadores. Para la produccion industrial de
enzimas se aprovecha que en muchos casos estas
son segregadas durante la fermentacion al me-
dio extracelular, lo cual facilita su posterior ais-
lamiento sin necesidad de recurrir a la ruptura
de las celulas. Este es el caso de la lipasa pro-
ducida por la levadura Candida rugosa. A pesar
del uso generalizado de esta lipasa, el progreso
en el conocimiento a nivel fundamental de este
enzima es inferior al logrado con otras lipasas.
Prueba de ello es que hasta el a~no 1989 no se
describe la existencia de dos enzimas extracelu-
lares con actividad lipasica producida por C. ru-
gosa [Veeraragavan, K., Gibbs, B.F. Biotechnol.
Lett. 11, 345-348 (1989); Brahimi-Horn, M., Gu-
glielmino, M.L., Elling, L., Sparrow, L.G. Bio-
chim Biophys. Acta 1042, 51-54 (1990); Shaw,
J.F., Chang, C.H., Wang, Y.J. Biotecnol. Lett.
11, 779-784 (1989); Wu, S.H., Guo, Z.V., Sih,
C.J. J. Am. Chem. Soc. 112, 1990-1995 (1990)].
Estas dos protenas, similares en algunas propie-
dades moleculares, muestran diferencias en la es-
pecicidad de sustrato, lo cual aporta un interes
adicional al desarrollo de metodos de puricacion
rapidos y sencillos. Existe un proceso patentado
en el a~no 1989 que consta de tres pasos croma-
togracos: una columna de intercambio ionico y
dos columnas de exclusion molecular [Patente ja-
ponesa [89 80, 286] (Jpn. Kokai Tokkyo Koho
JP 01 80, 286)]. Estos tipos de columnas son las
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que se estan utilizando en la bibliografa para la
puricacion de los isoenzimas lipasa de C. rugosa
[Veeraragavan, K., Gibbs, B.F. Biotechnol. Lett.
11, 345-348 (1989); Brahimi-Horn, M., Gugliel-
mino, M.L., Elling, L., Sparrow, L.G. Biochim,
Biophys, Acta 1042, 51-54 (1990); Shaw, J.F.,
Chang, C.H., Wang, Y.J. Biotecnol. Lett. 11,
779-784 (1989); Wu, S.H., Guo, Z.V., Sih, C.J.
J.Am. Chem. Soc. 112, 1990-1995 (1990)].
Breve descripcion de la invencion
La presente invencion recoge un procedi-
miento rapido para la separacion y puricacion de
dos isoenzimas lipasa en un solo paso de cromato-
grafa hidrofobica, partiendo de una preparacion
bruta de lipasa procedente de una levadura. En
esencia, consiste, como se muestra en la gura 1,
en el paso de la disolucion de la lipasa bruta en un
tampon (1) a traves de una columna (2) rellena
con una matriz de agarosa hidrofobica, la caual
se eluye primero con la propia solucion tampon
(3) que arrastra las impurezas (6) y luego con
la misma solucion tampon mas diluida (4), que
arrastra la lipasa B (7). A continuacion con un
di o polialcohol disuelto en la solucion tampon di-
luida (5) se eluye la lipasa A (8), de cuya solucion,
posteriormente, se elimina el alcohol.
Descripcion detallada de la invencion
Como se muestra en la gura 2, la lipasa co-
mercial en polvo (1), obtenida mediante un ais-
lamiento bruto a partir de un cultivo de Candida
rugosa, se solubiliza en una solucion tamponada
a pH 6-8 para lo que preferentemente se utiliza
un tampon fosfato (por ejemplo una solucion 0,25
M de fosfato (NaH2PO4/Na2HPO4) preferente-
mente mediante agitacion, en un tanque (3), mas
de una hora, hasta conseguir, en cualquier caso,
disolver la mayor parte de la actividad lipasica. A
continuacion se desecha el material insoluble (5)
por cualquier procedimiento de separacion solido-
lquido, preferentemente por centrifugacion (4).
La solucion resultante, que puede almacenarse en
un deposito pulmon (no mostrado en la gura),
se carga en una columna (8) rellena con una ma-
triz de agarosa hidrofobica (preferentemente una
fenil -agarosa de tama~no de poro mediano en la
proporcion de un 4% de agarosa respecto al gel,
aunque esta cifra no es limitativa), previamente
equilibrada en el mismo tampon en el que se so-
lubilizo el material de partida. Lavando inten-
samente la columna con un volumen de tampon
de equilibrio (2) superior a dos veces el volumen
total de la columna, se eluye un material fuer-
temente coloreado (9), sin actividad lipasica. A
continuacion, y con el tampon diluido al menos
50 veces (por ejemplo fosfato 1mM) (6), se eluye
una fraccion (10) con actividad correspondiente
a la lipasa B, mientras que la lipasa A se eluye
con el mismo tampon al que se le acciona un di
o polialcohol (7), preferentemente una solucion al
50% (v/v) de etilenglicol. Las columnas utiliza-
das tienen una relacion altura/diametro de 3:1 o
inferior. Aumentando 5,7 veces el volumen del le-
cho de columna se mejora el rendimiento respecto
a unidades de actividad de la lipasa B, mientras
que practicamente no se afecta el rendimiento de
la lipasa A. Aumentando la relacion de carga de
lipasa bruta (denida como gramos de polvo co-
mercial cargado por ml de gel de fenil-agarosa) en
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la columna se aumenta el rendimiento respecto a
lipasa B pero disminuye el factor de puricacion.
La relacion de carga admitida por la matriz debe
ser estar comprendida entre 0.05 y 0.25, preferen-
temente entre 0.10 y 0.15.
La solucion conteniendo la lipasa A, preferen-
temente se almacena en un deposito pulmon (11),
para, posteriormente, despues de concentrarla por
ultraltracion usando un ltro (12) que deja pa-
sar sustancias de peso molecular menor de 30 KD
(13), se elimina el disolvente organico haciendola
pasar a traves de una columna de exclusion mo-
lecular (14), rellena con un gel de dextrano o
un material analogo que excluya las substancias
con peso molecular superior a 5 kD. La lipasa A
se eluye de esta columna con la misma solucion
tampon diluida (6), obteniendose, como en (10)
una solucion tamponada (15) de lipasa A. Pos-
teriormente, y totalmente separado de la lipasa
A, se eluye el polialcohol (16) que constituye un
efluente a eliminar del proceso.
Las operaciones pueden realizarse dentro de
un intervalo de temperaturas comprendidas entre
5 y 30C.
Descripcion de las guras
Figura 1.
Esquema fundamental del proceso:
[1] Solucion tamponada a tratar.
[2] Columna rellena con agarosa.
[3] Solucion de lavado (tampon concentrado).
[4] Primera solucion de elucion (tampon di-
luido).
[5] Segunda solucion de elucion (tampon di-
luido conteniendo di o polialcohol).
[6] Efluente.
[7] Eluato de la primera operacion (lipasa B).
[8] Eluato de la segunda operacion (lipasa A).
Figura 2.
[1] Lipasa comercial (A+B+impurezas)
[2] Solucion tampon concentrada
[3] Tanque
[4] Separador solido-lquido
[5] Residuo solido
[6] Solucion tampon diluida
[7] Solucion de di o polialcohol en tampon di-
luido
[8] Columna de relleno
[9] Efluente sin actividad enzimatica
[10] Solucion tamponada de lipasa B
[11] Deposito
[12] Ultraltro
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[13] Ultraltrado
[14] Columna de relleno
[15] Solucion Tamponada de lipasa A
[16] Efluente sin actividad enzimatica
Ejemplos
Ejemplo 1
Se pesan 0.6 g del polvo comercial de lipasa de
la casa Sigma Chemical Co., USA y se resuspen-
den en 6 ml de tampon fosfato sodico 0.25 M, pH
7.0 (tampon de equilibrio). Esta relacion (100
mg de solido/ml de tampon) se mantiene cons-
tante en todos los ejemplos que se detallan. La
mezcla se agita magneticamente durante 90 min
y posteriormente se centrifuga a 17.000 x g du-
rante 20 min. El sobrenadante obtenido se carga
directamente en una columna de 6.2 ml de vo-
lumen total (1.2 cm de diametro interno y 5.5
cm de longitud) con un relleno hidrofobico de
Phenyl -sepharose ©R CL-4B (de la rma Phar-
macia), equilibrada con el tampon de equilibrio.
En estas condiciones la relacion de carga, denida
como g de polvo comercial cargados por ml de
gel de Phenyl-sepharose ©R CL-4B, es de 0,1. La-
vando intensamente la columna con un volumen
de tampon de equilibrio igual o superior a dos
veces el volumen de la columna y a un flujo de
40 ml/h, se eluye un material intensamente co-
loreado y sin actividad lipasica. A continuacion
se lava con tampon fosfato 1 mM (pH 7.0) para
eluir las fracciones de actividad correspondientes
a la lipasa B. La lipasa A se eluye con el mismo
tampon al que se ha a~nadido etilenglicol en la
proporcion volumetrica 1:1. Para eliminar el eti-
lenglicol, la muestra obtenida (6 ml) se concentra
hasta 2,5 ml por ultraltracion, usando una mem-
brana PM30 (de la rma Amicon), y se carga en
una columna de Sephadex ©R G-25 (de la rma
Pharmacia). Esta columna se eluye con tampon
fosfato sodico 1 mM (pH 7,0).
En todos los casos la actividad fue determi-
nada en pH-estato, utilizando tributirina como
sustrato lipasico, deniendose una unidad de acti-
vidad (U) como la cantidad de enzima que libera
1 mol de acido graso por minuto de reaccion.
Protenas y azucares neutros se determinaron,
respectivamente, segun el metodo de Lowry, con
seroalbumina de bovino como estandar [Lowry,
O.H., Rosebrough, N.J., Farr, A.L., Randall, R.J.
Biol. Chem. 193, 256-275 (1951)], y segun el
metodo del fenol -sulfurico [Mckelvy, J.F., Lee,
Y.C. Arch. Biochem. Biophys. 132, 99-110
(1969)] con xilosa como estandar.
En las condiciones descritas las lipasas A y B
se obtienen con un rendimiento, respecto a uni-
dades totales de actividad lipasa en el solido de
partida, del 36 y del 20%, respectivamente; los
factores de puricacion (cociente de actividades
especcas) fueron de 6 y 12. Las actividades es-
peccas fueron 90 U/mg protena (lipasa A) y
415 U/mg protena (lipasa B). Mas del 90% de
los azucares neutros presentes en la lipasa bruta
se detectaron en la fraccion no retenida en la co-
lumna de fenil-agarosa, mientras que en las frac-
ciones con actividad el contenido fue del 0,3% (li-
pasa A) y del 0,15% (lipasa B).
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En los ejemplos que se detallan a continuacion
se estudia el efecto del escalado (con una columna
de volumen 5,7 veces mayor) y de la relacion de
carga sobre el factor de puricacion y sobre el ren-
dimiento en lipasa B, mayoritaria en el extracto
de partida.
Ejemplo 2
Se utiliza una columna de 2,5 cm de diametro
por 7 cm de longitud. para mantener la misma
relacion de carga del ejemplo 1 se parte de 3,4 g
de polvo comercial, que despues de ser sometido
al mismo proceso, se carga en la columna. Las
condiciones de elucion para los dos lipasas fueron
las descritas en el caso anterior salvo el flujo que
fue de 60 ml/h. En estas condiciones la lipasa A
se obtiene con un rendimiento del 22% y la lipasa
B aumenta hasta el 60%. La actividad especca
nal de esta lipasa es de 960 U/mg protena, lo
que signica un factor de puricacion de 11.
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Ejemplo 3
En la misma columna del ejemplo anterior se
cargan 5 g del polvo comercial, con lo que se au-
menta la relacion de carga hasta 0,15. La prepa-
racion de las muestras, as como las condiciones
de elucion fueron las mismas que en el ejemplo
2. Las lipasas A y B se obtuvieron con un rendi-
miento del 14% y del 71%, respectivamente. Para
la lipasa B la actividad especca fue de 325 U/mg
protena, con un factor de puricacion de 4,8.
Ejemplo 4
En la misma columna de los ejemplos 2 y 3
se cargan 7 g del polvo comercial para obtener
una relacion de carga de 0,2. Las lipasas A y
B se obtienen con un rendimiento del 19% y del
80%, respectivamente. La actividad especca de
la lipasa B es de 185 U/mg protena, con un factor
de puricacion de 2,8.
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para la puricacion de
dos isoenzimas lipasa de Candida rugosa, me-
diante el tratamiento del producto solubilizado
en una columna de cromatografa, caracteri-
zado porque el producto a puricar se disuelve
en una solucion tampon para un pH entre 6 y
8, preferentemente una solucion 0,25 M de fos-
fato (NaH2PO4/Na2HPO4), pasandola a traves
de una columna cromatograca con un relleno
hidrofobico; a continuacion la columna se lava
dos veces, primero con la misma solucion tampon
para arrastrar las impurezas y luego con la misma
solucion tampon, diluida por lo menos 50 veces,
para arrastrar la lipasa B; posteriormente se eluye
con un di o polialcohol disuelto en el tampon, lo
que da lugar a una solucion alcoholica que arras-
tra la lipasa A, de cuya solucion, mediante con-
centracion por ultraltracion y cromatografa de
exclusion molecular con un gel de dextrano, se
limina el alcohol.
2. Procedimiento para la puricacion de dos
isoenzimas lipasa de Candida rugosa segun la rei-
vindicacion 1, caracterizado porque el di o po-
lialcohol empleado para la elucion de la lipasa A
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es preferentemente etilenglicol y la proporcion vo-
lumetrica con el tampon es de 1 a 1.
3. Procedimiento para la puricacion de dos
isoenzimas lipasa de Candida rugosa, segun las
reivindicaciones 1 y 2, caracterizado porque el
relleno de la columna hidrofobica es, preferente-
mente, una fenil -agarosa de tama~no de poro me-
diano, preferentemente en una proporcion del 4%
de agarosa en el gel.
4. Procedimiento para la puricacion de dos
isoenzimas lipasa de Candida rugosa, segun las
reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque la
relacion altura/diametro de la columna es 3:1 o
inferior, preferentemente es 3:1 o inferior, prefe-
rentemente de un diametro de 2 cm.
5. Procedimiento para la puricacion de dos
isoenzimas lipasa de Candida rugosa, segun las
reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque las
columnas se desarrollan a flujos comprendidos en-
tre 25 y 50 cm/h.
6. Procedimiento para la puricacion de dos
isoenzimas lipasa de Candida rugosa, segun las
reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque la
relacion de carga admitida por la matriz debe ser
estar comprendida entre 0.05 y 0.25, preferente-
mente entre 0.10 y 0.15.
5
ES 2 050 068 B1
6
ES 2 050 068 B1
7
OFICINA ESPA~NOLA
DE PATENTES Y MARCAS
ESPA~NA
k11 ES 2 050 068
k21 N. solicitud: 9201378
k22 Fecha de presentacion de la solicitud: 03.07.92
k32 Fecha de prioridad:
INFORME SOBRE EL ESTADO DE LA TECNICA
k51 Int. Cl.5: C12N 9/20, C07K 3/20
DOCUMENTOS RELEVANTES
Categora Documentos citados Reivindicaciones
afectadas
A WO-A-9015146 (Rhone-Poulenc Inc.) 1-6
* Pag. 35-37, ejemplos 11,12 *
Categora de los documentos citados
X:
Y:
A:
de particular relevancia
de particular relevancia combinado con otro/s de la
misma categora
refleja el estado de la tecnica
O:
P:
E:
referido a divulgacion no escrita
publicado entre la fecha de prioridad y la de presentacion
de la solicitud
documento anterior, pero publicado despues de la fecha
de presentacion de la solicitud
El presente informe ha sido realizado
 para todas las reivindicaciones para las reivindicaciones n:
Fecha de realizacion del informe Examinador Pagina
03.03.94 M. Novoa Sanjurjo 1/1
